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論文内容要旨
序論
 天然に存在する有機化合物の中で,イソプレノイド化合物は,その構造の多様性と多量に存在
 するということで,有機化学者の研究対象として重要な地位を占めてきた。これらの化合物は,
 生物学的にも非常に意義ある機能を有しており,たとえば,短鎖のものから派生するものでは,
 モノテノレペγのイプセノール,セスキテルペンのシレニン,ジテノレペンのジベレリン,トリテノレ
 ベンのエクダイソン,テトラテノレペンのカロチノイド等,叉,長鎖のものから派生するものでは・
 オールトランスの立体化学を持ち側鎖として導入されているユビキノン,メナキノソやシス・ト
 ランスの立体化学を持ち,多糖,細胞壁の生合成のキャリアリピット等,生物に必要欠くべから
 ざるものがある。これらの代謝産物の生合成経路は,同位体標識化合物を用いて研究されており,
 又それらイソプレノイドの基本となる鎖延長は,プレニルトランスフェラーゼと呼ばれる酵素を
 用いて解明されてきている。一般にこのプレニルトランスフェラ～ゼは,ジメチルアリルピ・リ
 ン酸(DPP)あるいはそれよりも長い鎖長を有するアリル性ピロリソ酸に.イソペンテニルピ
 ロリソ酸(IPP)をhead-to～tai1縮合させ,ファルネシルピ・リγ酸(FPP),ゲラ
 ニルゲラニルピ・リン酸(GGPP),ポリプレニルピロリγ酸等の合成を触媒する。これらのう
 ち,短鎖のプレニノレピロリノ酸を合成するものとして,FPP合成酵素,GGPP合成酵素は共に
 詳細に研究されている。最も短鎖のGPPを合成する酵素は未だ見つかっていない。一方,長鎖
 のプレニルピロリγ酸を合成するものとして,AIlen等によって.Lactobadllusplan一一
 tarumから,シス・トランスの立体化学を持つウソデカプレニルピ・リン酸を合成する酵素が,
 単離されている。しかし,オーノレトランスの立体化学を持つポリプレニルピ・リン酸を合成する
 酵素に関しては、ほとんどわかっていない。長鎖のプレニ・レピロリン酸合成酵素の研究が,短鎖
 のそれに比べておくれているのは,その生成物の分析方法が充分確立されていない事による。し
 かしながら最近高等動物において,更に長鎖のドリコーノレ(C80-C110)と呼ばれるポリプレ
 ノールが発見され,これらが糖蛋白生合成のキャリアリピッドとなっている事がわかり,これら
 を含めてのポリプし・ノール生合成の解明が緊急な課題となってきている。そこで著者は,これら
 の生合成系を明らかにするために,立体化学的にポリプレニルピ・リン酸生合成の分岐点となっ
 ているFPP,そこから一つIPPがトランス縮合したオ}レトランスーGGPP及びシス縮合した
 シス・トランス・トランスーGGPPを有機化学的に合成した。オールトランスーGGPPに酵素
 活性があれば,オールトランスの立体化学を持つポリプレニルピ・リγ酸を合成する酵素であろ
 うし,シス,トランス,トランスーGGPPに酵素活性があればシス,トランスの立体化学を持つ
 ポリプレニ'レピ・リγ酸を合成する酵素を示唆するであろう。
 この初期の着想を持って,以下の研究を行った。
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 第一章盟icrOOOCCUSlysodeiktiCUSのソラ皐シ'1,ビ軍】蓼ン酸合成酵繁
 上記合成基質と共に,GPP,DPP,〔1-14C〕IPPをそれぞれ有機合成する一方,AUen等
 の方法によってM.lysodeikticusから調製した30～50%硫安面分をDEAE一セファデ
 ックス,ハイドロキシルアパタイト,セファデックスG-100のクロマトにかけ,求リプレニルビ
 ・リン酸合成酵素を精製した。この合成基質と精製酵素を用いて,酵素反応を行わせた結果,基
 質として,GPPは最も活性が高く,以下FF欝,オールトランスーGGP豊共に活性であった。し
 かし,DPP,シス・トランス・トラソスーGG重Pは共に不活性で座)つた。このことから,この酵素は少な
 くともC20の鎖までは、オールトランスの立体化学を持つ縮合生成物の合成を触媒する事がわか
 った。なおDPPが不活性である事は,従来知られている短鎖のプレニルピ・リン酸を合成する
 酵素に比べて、顕著な違いである。又,酵素生成物は,薄層クロマトグラフィーの挙動から,少
 なくともC25以上の鎖長を持つピ・リン酸エステノレである事がわかった。そこで,生成物の構造
 研究に着手した。従来この研究の妨げとなっていたのは,通常のア'レカリホスファターゼでは,
 このピ・リソ酸エステノレが遊離のア'レコ～ルに加水分解されないということであった。そこで著
 者は,ジャガイモの葉にソラネソール(オールトランスC45プレニルアルコール)が存在する事
 にヒントを得て,ジャガイモの芽生えのホモジネートをホスファターゼ源に用いた所,定量的に
 生成物がポリプレ,ノールに加水分解される事を見い出した。それで,この方法を用いて,生成物
 を処理し,薄層クロマトグラフィー,高速液体ク・マトグラフィーで精製後,マススペクトルに
 よって,その構造を調べた。その結果,生成物は,C40,C45のプレノールである事がわかっ
 た。次に生成物の全立体化学の研究のために,まず豚肝臓のホモジネートを用いて,立体特異的
 に3Hでラペ1レされたメバロγ酸から,(2R)一〔2-3H〕1PP,(2S)一〔2-3H〕I
 PPをそれぞれ合成し,それらと〔1-14C〕IPPとの混合IPPを調整した。最も基質特異性
 の高いGPPをプライマーとして,混合IPPを酵素的に縮合させ,生成物の3H/14Cの値を求
 めた。1PPの2-proR一プ取トγが縮合の際はずれるという結果から,縮合生成物は,オー
 ルトランスの立体化学を持つ事がわかった。
 以上の事により,この酵素は.GPPをプライマ～にして,IPPを連続的に縮合させ,オール
 トラγスC40・C45プレニルピ・リン酸の合成を触媒する事がわかった。著者は・最終物が・
 オールトラγスC45プレニルピロリン酸である事から・この酵素をソラネシルピ・リン酸合成
 酵素(SPP合成酵素)と命名した。
 第こ章ソラネシルピqリン酸合成酵繁の性質
 SPP合成酵素の種々の性質について検討を行った。活性測定の基質には,GPPと〔1-14C〕
 1PPを用いた。活性発現にMg2+を特異的に必要とし,至適pH7,0～8.0を持つ。セファデッ
 クスG-100を用いるゲル・過3こより算定された分子量は,78,000であった。pH9.4におけ
 る電気泳動で・マーカーであるブロモフェノールブルーのすぐあとに泳動される事から,酸性ア
 一183一
 ミノ酸を多く含む事が示唆された。β一メルカプトエタノールの添加効果はなかった。GPP・
 FPPに対するみかけのKmの値は,それぞれ0.75μM,25μMと算定されたが,それらからの縮
 合生成物の鎖長は,いづれも同じであって,C40,C45であった。中性界面活性剤であるトリ
 トンX-100は,酵素活性をむしろ阻害するのに対して,ツウィーン80は,促進効果を示
 した。天然界面活性剤の一つであるレシチンは,阻害を示した。抗生物質のバシトラシンは,顕
 著な促進効果を示したが,これは,酵素生成物による生成物阻害を解除することによるものと解
 釈される。
 第三章M.lysodeikticusのゲラニルピロリン酸合成酵棄
 M・lysodeikticusからは,GGPP合成酵素とSPP合成酵素が部分精製されてきたが,
 C20よりも短い鎖長を持つプレニルピロリン酸の合成を触媒する酵素は,今まで見い出されてい
 なかった。しかし第一章で述べたように,SPP合成酵素が,アリル性基質として・GPP,FP
 P,オールトランスーGGPPのうちでG㌣Pを最も効率良く用い,叉通常のプレニルトランスフ
 ェラーゼのプライマーであるDPPを基質にしない事がわかったので,GPPを供給するような仕組
 が・この細菌の中に存在しているに違いないという着想を持ち,その研究に着手した。DPPと
 〔1-14C〕IPPを基質とする手法で追跡した結果,第一一章で述べた酵素精製の時と同じ
 60,0009遠心上清の30-50%硫安画分に,GPPを供給する系が存在する事がわかった。更
 にこの画分をDEAE一セファデックスによるカラムクロマトにかけた結果,その系はSPP合成
 酵素とは完全に分離されたが,依然として,GGPP合成酵素とIPP異性化酵素のフラクション
 の中に存在した。それで更にこのフラクションを,ハイドロキルシアパタイトカラムグロマトに
 かけたところ,lPP異性化酵素,GGPP合成酵素,そしてGPP合成酵素に分離する事ができた。
 この事から,SPP合成酵素のプライマーとしてのGPPは,このGPP合成酵素によって供給さ
 れる事が明らかとなった。なお,このGPP合成酵素は,世界で初めて分離されたものである。
 第四章M.].yso(ieik七icusからのメナキノンの単離
 藤田等によって,以前に,M、1ysodeiktics(ATCC4698)からメナキノソー9が抽
 出単離されていた。第一章で述べたSPP合成酵素によって合成されるオールトランスーC45プレ
 ニルピ・リン酸は,メナキノンー9の前駆体として使われるものと予想される。しかし,主な酵
 素生成物がオールトランスーC40プレニルピロリソ酸である事から,それがinvitro条件下で
 生成されるのか,それともメナキノンー8が,この細菌の中に存在するのかを確めるために改め
 て,同細菌よリメナキノンを抽出単離した。藤田等の方法で,同細菌より抽出したメナキノンを,
 薄層ク・マト,高速液体ク・マトで精製し,マススペクト'レで分析した所,メナキノソー8を主
 とするメナキノンー6,7,8,9が同定された。更に,硝酸銀シリカゲルプレートによる薄層
 クロマトにより,それぞれに対応するジヒド・体も存在する事がわかった。
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 このことから,SPP合成酵素による生成物・オーノレトラソスーC40,C45プレニノレピロリン
 酸は,どちらもメナキノソの前駆体になることが示唆された。なお,単離されたメナキノソの分
 布は,エnvivoでのC30-C45の鎖を持つポリプレニノレピロリン酸の存在を反映するが,SPP
 合成酵素がC30やC35のプレニノレピ・リγ酸を合成するのに関与しているのかは・確められてい
 ない。
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 論文審査の結果の要旨
 佐上博提出の論文は細菌の一種,Micrococcu31ysodeikbCuSにおけるプし/ニルリピド
 の生合成に関するもので,4章から成る。第!章はノラネシルビ・リン酸合成酵素の部分精製とそ
 の酵素反応生成物の構造決定に関するものである。従来この細菌にはいわゆるポリプレノーール誘導
 体の合成を触媒する酵素の存在が知られていたが,酵素の精製が不充分であるうえ,生成物の完全
 な構造が不明であった。著者はまずプレニルトランスフエラーゼ類を分離し,長鎖プレニルピロリ
 γ酸合成酵素画分を得た。次に,生成物構造研究上,必要な条件でありながら,従来不可能視され
 されていたポリプレニノレピロリγ酸の酵素的加水分解に成功し,本研究の糸口を開いた。続いて,
 基質特異性,反応の立体化学,生成物のマススペクトル等の検討から本酵素の反応生成物は全トラ
 ンスのC40およびC45のブレ'ニルピロリン酸であることを明らかにした。さらに重要なことに,本
 酵素の触媒機能はC5からではなく,ClOのゲラニルピロリン酸から出発して,それにイソペンテ
 ニルピロリン酸を連続的にトランス縮合するものであるという示唆に富んだ知見を得た。第2章で
 は,この酵素の諸性質が述べられているが,中でも,パシトラシソによる反応の促進は注目に値す
 る。第3章はゲラニノレピロリン酸合成酵素の発見に関するもので,第1章で述べられた知見にヒン
 トを得て,この酵素の検索を行った結果,従来存在が予想されながらも誰もその存在を証明するこ
 とのできなかったゲラニルピ・リγ酸合成酵素を分離することに初めて成功した。この酵素はイソ
 プレノイド鎖姪長酵素のうち,最も単純な触媒機能をもつものとして,この発見の意義は極めて大
 きい。第4章はメナキノソ類の単離とその構造に関するものである。従来,この細菌にはC45の側
 鎖をもつメナキノソの存在が報告されていたが,著者は第1章で述べた酵素の生成物の鎖長がC40
 とC45であることから,再調査したところ,C40側鎖のメナキノンがむしろ主成分であることを
 明らかにした。
 このように,本論文はイソプレノイド生合成の基本的な問題を明らかにするともに,今後の展望
 をも加えて重要な考察を行った。これらのことは著者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研
 究能力と学識を有することを示している。
 よって,佐上博提出の論文は,理学博士の学位論文として合格と認める。
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